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  The  research  question  was  “Is  there  a  significant  difference  between  regular 
detergent and environment friendly detergent in terms of promoting mutations in the Ames 
Salmonella/microsome mutagenicity assay?” 
  It was hypothesized  that;  there would be a  significant mean difference  in  terms of 
promoting mutations between the groups. The regular detergent will show more mutagenic 
effect, followed by environment friendly detergent. 
  The Ames  Salmonella/microsome mutagenicity plate  incorporation  assay was used 
for testing this hypothesis. In the first stage, toxicity assay was performed. Different dilutions 
of  both  detergents  (1x10‐2,  1x10‐3  and  1x10‐4)  were  tested  in  the  overnight  Salmonella 







  The  ANOVA  results  revealed  that  there were  no  statistically  significant  difference 
between two detergents and between each detergent and negative control group  in terms 
































  Drastic  effects  of  water  pollution  on  ecological  balance  are  a  major  problem  for 
humanity.    “Water  pollution  has  been  suggested  to  be  the  leading  worldwide  cause  of 
deaths  and  diseases,  and  it  accounts  for  the  deaths  of more  than  14.000  people  daily.”1 
Chemicals and other contaminants are among the most important factors which contribute 
water pollution.2 Detergents are among  these  substances polluting water  supplies. Having 
worldwide usage, they are one of the major factors damaging ecological balances. 
  The answer  for  the question “Why do detergents pollute environment  though  they 
are being used as cleaning agents?” will be the “chemical ingredients of detergents”. These 
chemicals include; wetting agents and emulsifiers, based on non‐soap surfactants. Synthetic 
detergent  powders  consist  of  surface‐active  agents,  builder  and  filters,  also  additives  like 
anti  re‐deposition  agents,  whitening  agents,  bluing  agents,  bleaching  agents,  foam 
regulators,  organic  sequestering  agents,  enzymes,  perfumes,  and  density  regulators.3  All 
these chemicals are harmful for both human health and environment. Inhalation or entrance  
of  these  chemicals  through  skin may  cause  irritations, allergies, asthma,  long  term health 
problems and rarely cancer.4 
  Detergents  can  be  grouped  into  two  as  phosphate  detergents  and  surfactant 
detergents. Phosphate based detergents are used  to  soften hard water and help  suspend 
dirt.  They  contain  large  amount  of  phosphate  which  causes  of  water  pollution  via 
eutrophication.    On  the  other  hand  surfactant  detergents  are  highly  toxic  ones  which 
provide wetting, foaming, dispersing.5  
  Detergents generally mix  in water by sewage and, this affects aquatic  life  in several 
ways,  the protecting mucus  covering  fish and protects  them  from bacteria  is damaged by 





















  On  the other hand  the  ingredients of normal detergents and environment  friendly 
detergents are  inaccessible commercial secrets.   There are many questions  required  to be 
answered  regarding  these  issues;  how  does  this  change  in  ingredients  affect  aquatic 
habitats?  Is there an  important distinction  in these habitats'  life quality when environment 
friendly detergents are used?  
  The  pollutants,  including  detergents  are  damaging  the  nature  by  killing  different 
species or by causing damages in their genetic programs by changing their DNA composition. 
The  acquired  changes  in  the DNA  composition  are  called mutation.8,9  Chemicals  that  can 
induce mutations may cause fertility problems and cancer.10,11,12 
  There  are  different  types  of  mutations.  Point  mutation  is  described  as  the 
modification,  insertion or deletion of  a  single base.  Large deletions or  rearrangements of 




















   All  this  information  and  my  curiosity  of  finding  out  if  environment  friendly 
detergents  are beneficial  as  they  are  claimed  to be,  inspired me  to plan  and perform  an 
essay  involving  the mutagenic  capacity  of  detergents,  in  order  to  compare  their  harmful 
effects. A search of related  literature revealed a relatively simple and reliable mutagenicity 
screening test13 that can be used to compare the possible mutagenic effects of two different 
detergents; one  is known  to be environment  friendly. The name of  this  test  is “The Ames 
Salmonella/microsome  mutagenicity  assay”.  In  this  assay  Salmonella  strain  TA98  and 
Salmonella strain TA100 were used. These two strains have relatively  low colony formation 
rates, and the low colony formation rate makes the colony counting procedure easier. TA98 













about  the  toxic effect of detergents on Chalcal burnus  tarichi and daphnia  species  in Van 
Lake which’s results point out the mortal effects of detergents on water supply,14 and  it  is 
practically impossible to avoid exposure to polluted water . Mutagenicity, i.e. damaging the 
genetic  material  (DNA)  of  the  cells  has  always  been  a  concern  for  scientists.  Because 























  Before deciding  to perform   The Ames Salmonella/microsome mutagenicity assay,  I 








from  living ones by direct  inspection. Therefore  I decided to select another tool for testing 
my  hypothesis,  and  after  performing  a  literature  search  I  reached  The  Ames 
Salmonella/microsome mutagenicity plate  incorporation  assay.  It  is  a  short‐term  and well 
standardized method, and some university laboratories perform this test routinely, and this 
makes  this  test  suitable  for  my  study.  I  had  technical  and  laboratory  support  from  the 
Molecular Biology Laboratory of Hacettepe University Faculty of Biology, for performing this 
assay. 
  Being one of  the most cited  tests  for screening mutagenic effects of chemicals13  in 
literature,  this  test  is a bacterial reverse mutation assay specifically designed  for detecting 
the damaging effects of various chemicals on genetic material that leads to gene mutations. 
Selected  Salmonella  strains  developed  by  Dr.Ames17,18  are  used  in  this  test.  These  are 
histidine  dependent  strains  each  carrying  different  mutations  in  various  genes  in  the 
histidine operon (genes involved in histidine metabolism). These mutated strains are unable 
to  synthesize  the necessary  aminoacid, histidine,  and  therefore unable  to  grow  and  form 
colonies in the absence of histidine. 
  If mutagenic substances cause new mutations at the site of preexisting mutations, or 
nearby  in  the  genes,  they  can  restore  gene’s  function  and  the  cells  gain  their  ability  to 










“these  bacteria  acquire  a  new  mutation  that  allows  them  to  revert  to  histidine 
independence and to form colonies”. These strains also mutate in the absence of mutagens, 
and the number of spontaneously induced revertant colonies per plate is relatively constant. 
These numbers are given  in  the  literature as 20‐50 colonies and 75‐200 colonies  for TA98 
and TA100 strains.13  
  Mutagenic substances usually increase the number of revertant colonies per plate in 
a  dose‐related manner.  Special  Salmonella  strains  used  in  this  assay.  These  strains  have 
different  mutations  in  various  genes  involved  in  histidine  metabolism;  each  of  these 
mutations is designed to detect mutagens that act via different mechanisms.     
 Three plates per each dilution of detergents are used as  it  is  recommended  in  the 
article13  and  the  standards of  the  laboratory where  the  assay performed.  Three different 
dilutions and three plates for each dilution  is recommended because  it  is enough to obtain 
the desired data  for the assay. The colony numbers obtained per plate  is also  found to be 
similar to data reported in literature 
  The bacteria used for assay: 




50  and  75‐200  respectively.  The  low  colony  formation  rate  makes  the  colony  counting 
procedure easier. TA98 is sensitive for frameshift mutations and TA100 is sensitive for base‐






Mortelmans  indicated  that  a  preliminary  toxic  dose  range  experiment  should  be 
conducted to determine an appropriate dose range and the top dose  for the mutagenicity 
assay  in order to obtain successful results from mutgenicity assay.13     In our assay different 
dilutions of both detergents, which are also used  for the mutagenicity assay (1x10‐2, 1x10‐3 






























  Mask  and  gloves must be worn during  the procedure  at  all  times  to minimize  the 
effect of external contamination to agar plates. 
  Procedure: 
A. Salmonella  strains  TA98  and  TA100 meeting  all of  the  criteria described  in  the 































4. The  contents  of  the  test  tubes  are  then mixed with  vortex  and 
poured onto the surface of NA plates 
5. When  the  top  agar  has  hardened,  the  plates  are  inverted  and 
placed in a 37°C incubator for 24 h 
13. In the control plate of toxicity assay only 0.05 ml of sterile %0.9 sodium 
chloride  solution  is  added  to  test  tube  instead  of  tested  dilutions  of 
detergents 














6.  Appropriate  number  of  GMA  plates  and  sterile  test  tubes  for  each 
Salmonella strain, each dilution of both detergents, negative and positive 
controls are labeled  









4. The  contents  of  the  test  tubes  are  then mixed with  vortex  and 
poured onto the surface of GMA plates 




%0.9  sodium  chloride  solution  is  added  to  test  tubes  instead  of  tested 
dilutions of detergents for each Salmonella strain 
11. In the positive control plates of mutagenicity assay; 1.5 µgr sodium azide 
for TA100  strain, 6 µgr daunomycine  for TA98  strain, are added  to  test 
tubes  in  a  volume  of  0.05  ml  solution  instead  of  tested  dilutions  of 
detergents 














Results  obtained  from  the  toxicity  and  mutagenicity  assays  are  depicted  in  the 
following  tables  and  graphs  In  Table  1  and  Graph  1.  Results  given  on  columns  are  and 
standard deviations  (SD) of Salmonella colonies obtained  from  three different petri plates 
for the same dilution of particular detergent.  










10‐2  10‐3 10‐4 Negative 
Control 























































































































































Graph  2.  The  average  colony  counts  obtained  for  different  dilutions  of  two  different 
detergents for TA98 and TA100 strains in mutagenicity essay  
 


















































P  values  for  both  detergents  were  found  to  be  greater  than  0.05.  The  different 





























































































In all groups, only  the positive control  tests were  found  to be  statistically different 
from control and different dilution tests.  
The  interpretation of  these data  clearly demonstrates us, our  testing procedure  is 













in  terms  of  inducing  mutations  in  Salmonella  strains  between  a  regular  detergent  and 
environmental  friendly  detergent,  as  an  indicator  of  being  harmful  to  the  nature.  It was 




while  the  positive  control  tests were  found  to  be  statistically  different  from  control  and 
different  dilution  tests.  That  means  the  essay  is  valid  for  detecting  the  mutagenic 
substances.  The  mutation  values  obtained  were  expressed  as  number  of  mutants 
(colonies)/plate.  
  My  null  hypothesis  was  that  there  was  no  significant  mean  difference  between 
regular detergent and environment  friendly detergent  in  terms of promoting mutations  in 
Salmonella  tester  strains.  As  the  statistical  analysis  performed  by  using Waller‐Duncana,b 
subgroup  analysis  for  detecting  the  groups  causing  difference  for  subset  for  alpha=0.05, 
revealed  that all  tested dilutions of both detergents were not different  from  controls,  i.e. 
they were not causing mutations, my null hypothesis was verified (see Appendix 7). 
  My hypothesis which was “the  regular detergent will  show more mutagenic effect, 
followed  by  environment  friendly  detergent”  has  been  rejected  by  the  results  of 
experiments and data analysis (see Appendix 7). 
  During  the  experiment  there  were  no  unexpected  occurrences  that  may  have 
affected the results of the experiment. 
  In  this  essay  the mutagenic effects of  the metabolites of  two different detergents 
have not been  checked, only  the mutagenic effects of  the original  compounds  tested. To 






high‐budget  laboratories there are special microscopes  for counting colonies  in those Petri 
and  the data collected by  those microscope  is more reliable, hence some colonies are  too 
small to be recognized. 
  The results of my experiment could not be generalized because I have compared the 
effects of  two  specific brands of detergents; however,  the data obtained  is  insufficient  to 
generalize results. 
  Although  the harmful  effects of detergents on nature  and on  living organisms  are 
well  known,  the  role  of  mutagenicity  as  a  component  of  this  process  could  not  be 
demonstrated. 





  My  research  question:  “Is  there  a  significant  mean  difference  between  regular 
detergent and environment friendly detergent in terms of promoting mutations in the Ames 
Salmonella/microsome mutagenicity  assay?”  is  answered  in  the  light of  the  results of my 
study.  There  is  not  a  significant  difference  between  promoting  mutations  of  these  two 
detergents  in  the Ames Salmonella/microsome mutagenicity assay, both of  the detergents 
are not causing mutations  in Ames test, which  is not expected nor hypothesized. Although 
my hypothesis  is not confirmed, a conclusion  is acquired after  the evaluation of data. The 
conclusion  is; “there  is no difference between  regular detergent and environment  friendly 
detergent  in  terms  of  promoting mutations,  so,  there  is  no  need  to  prefer  environment 
friendly detergents which are claimed to be less harmful” 
  The reason  I preferred doing my extended essay on  this subject was the discussion 




detergents  on  TA98  and  TA100  Salmonella  strains  on  the  Ames  Salmonella/microsome 
mutagenicity plate incorporation assay. I only tested mutagenic effects of main compounds 




effects of main  compounds have been  tested. The mutagenic effects of  their metabolites 
have not been tested; therefore although the hypothesis of this study  is not supported by 
the data, this should not be interpreted as these detergents do not have mutagenic effects. 
  Contamination with  chemicals  and  artificial  substances  (plastics,  CFC,  etc)  is  a  big 
danger  awaiting  environment.  Detergents  which  have  been  used  for  cleansing  purposes 






















Nutrient broth powder  is added  to  the water and stirred to dissolve. The ampicillin 









Distilled water      100 ml 















           
Distilled water       1000 ml 















           
Distilled water       1000 ml 
Agar           6 g 
Sodium chloride       6 g 
 
The  agar  and  sodium  chloride  are  added  to  a  flask  containing  1000 ml of distilled 











           
Distilled water       900 ml 




The agar  is added  to  the water  in a  flask. The mixture  is autoclaved  for 30 min at 
121°C., waited to cool for 45 min to about 65°C. 20‐ml of sterile VB salts is added and 
mixed thoroughly. Then the 50 ml of a sterile glucose (10% v/v) solution is added and 
solution  is  mixed.  The  agar  medium  is  dispensed  in  100x15  mm  petri  dishes 
(approximately 25 ml/plate). The agar plates are stored upside down in sealed plastic 









Warm distilled water (about 50°C)         650 ml 
Magnesium sulfate (MgSO4∙H2O)         10 g 




The  above  ingredients  are  added  to warm water  in  a  flask,  in  the  order  indicated 
above. Each salt is dissolved thoroughly by stirring well before adding the next salt. It 
takes about 1 h to dissolve all ingredients. The volume of the mixture is adjusted to 1 
liter. The solution  is distributed    in 20‐ml aliquots and autoclaved 30 min at 121°C. 










Distilled water       700 ml 


















Distilled water       900 ml 
Agar           6 g 
Sodium chloride       6 g 
Histidine/biotin solution (0.5 mM)   100 ml 
 













Distilled water       1000 ml 












The data obtained  from the essay  is given on the  following tables.  In all tables; the 
results given on petri columns are number of Salmonella colonies counted per plate.  
SD means  standard  deviation  for  the  colony  counts  obtained  from  three  different 
petri plates  for  the  same dilution of particular detergent,  and  same particular  Salmonella 
strain . 
Table 1. Toxicity Essay Results of Environment Friendly Detergent with TA100 Strain  
Bacteria  Dilution  1st petri  2nd petri  3rd petri  Mean  SD 
Negative control  ‐‐  30  28  31  29,66  1,52
TA100  10‐2  27  22  28  25,66  3,21
TA100  10‐3  31  24  26  27,00  3,60
TA100  10‐4  31  30  30  30,33  0,57
 
Table 2. Toxicity Essay Results of Regular Detergent with TA100 Strain  
Bacteria  Dilution  1st petri  2nd petri  3 rd petri  Mean  SD 
Negative control  ‐‐  30  28  31  29,66  1,52
TA100  10‐2  35  27  30  30,66  4,04
TA100  10‐3  26  21  24  23,66  2,51
TA100  10‐4  34  24  30  29,33  5,03
 
Table 3. Mutagenicity Essay Results of Environment Friendly Detergent with TA98 Strain 
Bacteria  Dilution  1st petri  2nd petri 3rd petri  Mean  SD 
TA98  10‐2  20  18  20  19,33  1,15 
TA98  10‐3  24  21  22  22,33  1,52 
TA98  10‐4  18  23  23  21,33  2,88 
TA98  Negative control  17  25  22  21,33  4,04 





Bacteria  Dilution  1st petri  2nd petri  3 rd petri  Mean  SD 
TA100  10‐2  160  212  136  169,33  38,85 
TA100  10‐3  136  146  126  136,00  10 
TA100  10‐4  168  160  200  176,00  21,16 
TA100  Negative control  172  162  152  162,00  10 
TA100  Positive control  >1000  >1000  >1000  1000,00  0 
 
Table 5. Mutagenicity Essay Results of Regular Detergent with TA98 Strain 
Bacteria  Dilution  1st petri  2nd petri  3 rd petri  Mean  SD 
TA98  10‐2  23  23  18  21,33  2,88 
TA98  10‐3  21  20  18  19,66  1,52 
TA98  10‐4  27  28  27  27,33  0,57 
TA98  Negative control  17  25  22  21,33  4,04 
TA98  Positive control  103  112  150  121,66  24,94 
 
Table 6. Mutagenicity Essay Results of Regular Detergent with TA100 Strain 
Bacteria  Dilution  1st petri  2nd petri  3rd petri  Mean  SD 
TA100  10‐2  160  152  136  149,33  12,22 
TA100  10‐3  152  148  126  142,00  14 
TA100  10‐4  158  148  138  148,00  10 
TA100  Negative control  172  162  152  162,00  10 










  Sum of Squares  df  Mean Square  F  Sig*. 
Between Groups  43,667  3  14,556  2,239  ,161 
Within Groups  52,000  8  6,500     




  Sum of Squares  df  Mean Square  F  Sig*. 
Between Groups  90,000  3  30,000  2,384  ,145 
Within Groups  100,667  8  12,583     
Total  190,667  11       
*p value=1.45 (>0.05) 
 
Table  3. ANOVA Results of Mutagenicity  Essay  for Regular Detergent with  TA98 
Strain 
  Sum of Squares  Df  Mean Square  F  Sig*. 
Between Groups  23743,600  4  5935,900  45,684  ,000 
Within Groups  1299,333  10  129,933     







‐3,00  3  19,6667   
‐2,00  3  21,3333   
Negative control  3  21,3333   
‐4,00  3  27,3333   






Table  4. ANOVA Results of Mutagenicity  Essay  for Regular Detergent with  TA100 
Strain 
  Sum of Squares  Df  Mean Square  F  *Sig. 
Between Groups  1733276,267  4  433319,067  3972,974  ,000 
Within Groups  1090,667  10  109,067     







‐3,00  3  142,0000   
‐4,00  3  148,0000   
‐2,00  3  149,3333   
Negative control  3  162,0000   






  Sum of Squares  Df  Mean Square  F  *Sig. 
Between Groups  24295,067  4  6073,767  46,673  ,000 
Within Groups  1301,333  10  130,133     







‐2,00  3  19,3333   
‐4,00  3  21,3333   
Negative control  3  21,3333   
‐3,00  3  22,3333   







  Sum of Squares  Df  Mean Square  F  *Sig. 
Between Groups  1692842,667  4  423210,667  980,865  ,000 
Within Groups  4314,667  10  431,467     







‐3,00  3  136,0000   
Negative control  3  162,0000   
‐2,00  3  169,3333   
‐4,00  3  176,0000   
Positive control  3    1000,0000 
The groups causing the difference are shown in column 2 
The positive control group is causing the difference  
ÖZCEBE  37 
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